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 ク エ ン酸は、食品や飲料の酸味料として大量に利用され、工業的にも p H 調整
剤やキレート剤などとして幅広い用途を有する。2 0 1 0 年の世界的な生産量は年間
1 6 0 万トンに及び、その全量がクエン酸生産糸状菌 A s p e r g i l l u s  n i g e r（クロコウジ
カビ）によって発酵生産されている。 A .  n i g e r は、多様な原料を利用可能である
ことや低 p H に耐性を示すなど他の微生物と比較して使用上の特長を備えており、
生産性や収率の向上を目的として、 A .  n i g e r のクエン酸生産機構に関する検討が
進められている。とくに解糖系やトリカルボン酸（ T C A）回路の諸酵素について
遺伝子工学的な手法を駆使した解析が行われているが、クエン酸生産機構の全容
は明らかにされていない。  
	 一 方 、 A .  n i g e r において遺伝子工学や代謝工学的な手法によって遺伝子機能を
解析する際には、相同組換え効率の低さに起因する遺伝子の部位特異的な破壊が
困難であることや、遺伝子発現量を簡便に解析する手法が必要とされることが課
題となっていた。また、従来の A .  n i g e r による発酵現象の解析では、菌体量の変
化や生産培地中の基質や生成物の増減など、発酵液全体を１つの集団として捉え





	 本 論 文では、クエン酸生産糸状菌 A .  n i g e r におけるクエン酸生産機構の解析へ
の応用を目的として、効率的な遺伝子破壊系の構築と、蛍光タンパク質をインジ
ケータとして用いた遺伝子発現やクエン酸の視覚的解析系を構築した。とくに、
シアン非感受性呼吸系酵素遺伝子（ a o x 1）のストレス応答について蛍光タンパク
質をインジケータとして用いて視覚的に解析した。また、クエン酸生産機構の視
覚的解析に応用しうるクエン酸インジケータ蛍光タンパク質を作製した。  
	 本 論 文は、 9 章で構成されている。  




	 第 2 章では、本研究で用いた主な実験方法について概説した。すなわち、各種
微生物の培養方法、 A .  n i g e r などの糸状菌および大腸菌の遺伝子工学的手法、遺
伝子やタンパク質の分析方法ならびに代謝産物の分析方法について述べた。  
	 第 3 章では、クエン酸生産糸状菌 A .  n i g e r  W U - 2 2 2 3 L において非相同組換えに
関与する k u 8 0 ホモログ遺伝子（ k u e A）を破壊することで、効率的な遺伝子破壊系
を構築した。A s p e r g i l l u s 属におけるホモログ遺伝子の塩基配列を参考に、A .  n i g e r  
W U - 2 2 2 3 L 由来 k u e A を取得した。k u e A の 5 ’末端から約 0 . 6  k b（断片 A）、約 0 . 9  k b
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（断片 B）、約 1 . 1  k b（断片 C）を P C R で増幅し、マーカー遺伝子 p y r G と連結す
ることで、k u e A 破壊用カセット（ 5 ’ -断片 B - p y r G -断片 A -断片 C - 3 ’）を作製した。
この k u e A 破壊用カセットを用いて、A .  n i g e r  W U - 2 2 2 3 L 由来 p y r G 欠損株を宿主と
して形質転換を実施し、k u e A 破壊株を取得した。親株における相同組換え効率は
約 1 0 %であるのに対して、k u e A 破壊株における相同組換え効率は約 7 0 %に向上し
た。また、 k u e A 破壊株は A .  n i g e r  W U - 2 2 2 3 L と同等のクエン酸生産量を示し、ク
エン酸生産機構の解析研究に適用可能なことを示した。  
	 第 4 章では、 A .  n i g e r の分生子を用いて視覚的かつ簡便で定量的な遺伝子発現
解析系を構築した。クエン酸生産との関連が示唆されるシアン非感受性呼吸系酵
素（ A O X）遺伝子（ a o x 1）を解析対象とし、とくに発現調節に関わる a o x 1 の上流
領域によるストレス応答について検証した。上流領域を含む a o x 1 の下流に緑色蛍
光 タ ン パ ク 質 （ E G F P ） 遺 伝 子 を 連 結 し た 融 合 遺 伝 子 を 導 入 し た A .  n i g e r  
A O X E G F P - 1 を供試菌とした。単核かつ単細胞の分生子を解析に供し、 E G F P 融合
A O X の蛍光測光による a o x 1 の数値的な発現解析を可能とした。 a o x 1 の上流領域
にはストレス応答に関わる配列が存在し、4 0 ° C、1 時間の熱ショックおよび 1  m M  
p a r a q u a t（酸化剤）による酸化ストレス、 0 . 5  M  K C l による浸透圧ストレスを与え
ることで E G F P の蛍光が増加することを示した。以上より、 a o x 1 の上流領域が各
種ストレスに応答することを明らかにした。また、この実例をもって、新規に構
築した手法によって簡便に遺伝子の発現解析が可能であることを明らかにした。  
	 第 5 章では、クエン酸を特異的に認識し蛍光強度が変化するクエン酸インジケ
ータ蛍光タンパク質の作製方法について記述した。クエン酸と特異的に結合し構
造変化する細菌由来 C i t A のペリプラズムドメイン（ C i t A の 4 5 - 1 7 6 残基、 C i t A P）
と、環状異性化変異を加えた E G F P（ c p F P）を融合したキメラタンパク質 9 種類
を作製した。C i t A P において c p F P が挿入されたアミノ酸残基の番号に応じて C F 9 7
から C F 1 0 5 と命名した。 C F 9 7 から C F 1 0 5 をそれぞれ H i s タグ融合タンパク質と
して取得し、クエン酸濃度を変化させた際の蛍光強度変化を測定した。まず、C F 9 7
から C F 1 0 5 すべてが緑色蛍光を示すことを確認した。この中で、C F 9 8 と C F 9 9 は
クエン酸濃度変化に対して特に顕著な蛍光変化を示したことから、 C F 9 8 と C F 9 9
を以後の検討に用いた。  
第 6 章では、第 5 章で作製したクエン酸インジケータ蛍光タンパク質 C F 9 8、
C F 9 9 について詳細に蛍光特性を評価した。評価項目は、クエン酸濃度依存性、ク
エン酸特異性、p H 依存性、金属イオンの影響、クエン酸との結合・乖離時間であ
る。C F 9 8 は、5 2 5  n m における蛍光強度を測定した際、4 1 3  n m と 5 0 4  n m に 2 つの
励起スペクトルピークを示し、クエン酸濃度の上昇とともに 5 0 4  n m での蛍光強
度（ F I 5 0 4）が増大し、 4 1 3  n m での蛍光強度（ F I 4 1 3）が減少した。 C F 9 8 のクエ
ン酸の認識範囲は 0 . 0 5 - 1 0 0  m M であった。一方、同様に C F 9 9 は、4 1 3  n m と 5 0 4  n m
の 2 つの励起スペクトルピークを示し、クエン酸濃度の上昇とともに F I 5 0 4 が減
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少し、 F I 4 1 3  n m が増大した。 C F 9 9 のクエン酸応答範囲は、 0 . 0 5 - 5  m M であった。
クエン酸認識の特異性を、ピルビン酸と T C A 回路の 7 種の有機酸について検討し
た。クエン酸以外の有機酸（ 5  m M）による蛍光変化は観察されず、 C F 9 8、 C F 9 9
ともにクエン酸に特異的な蛍光インジケータとして機能することを明らかにした。
一方、C F 9 8、C F 9 9 ともに p H の変化や F e 2 +等の金属イオンの存在によって蛍光特
性が変化することを確認した。クエン酸との結合あるいは乖離時間については、
本研究での分析条件では迅速（ 1 秒以内）に結合あるいは乖離することを明らか
にした。以上より、 C F 9 8 と C F 9 9 はクエン酸の濃度変化を検出することに適して
おり、クエン酸インジケータとしての性質を満たしていることを明らかにした。  
	 第 7 章では、クエン酸インジケータ蛍光タンパク質としての C F 9 9 を i n  v i t r o に
おけるクエン酸の検出に適用可能なことを実証した。精製した C F 9 9 を用いて、
A .  n i g e r によるクエン酸発酵液や果汁などのサンプル中のクエン酸濃度の定量試
験を実施した。この際、従来法としての酵素法（クエン酸リアーゼとリンゴ酸デ
ヒドロゲナーゼを用いる手法）や高速液体クロマトグラフィー（ H P L C）を用いた
定量方法と比較した。各手法によって定量したクエン酸濃度はほぼ同値で、少な
くともオーダーが変わる程の差違は認められなかった。作製したクエン酸インジ
ケータ蛍光タンパク質を用いることで、i n  v i t r o において短時間かつ簡便にクエン
酸を検出することが可能なことを示した。  
	 第 8 章では、クエン酸インジケータ蛍光タンパク質としての C F 9 8 と C F 9 9 を i n  
v i v o におけるクエン酸の濃度変化の検出に適用可能であることを実証した。C F 9 8
遺伝子を高発現させた大腸菌細胞を、破砕せずそのまま蛍光分光光度計に供し、
C F 9 8 由来の蛍光が得られることを確認した。当該大腸菌細胞に大腸菌由来クエン
酸輸送体 C i t T 遺伝子を共発現させ、細胞内のクエン酸濃度を容易に変化させるこ
とが可能な細胞を作製した。C F 9 8 遺伝子のみを高発現した大腸菌細胞に対してク
エン酸 2 . 5  m M を細胞外から添加した際、 C F 9 8 由来の蛍光は変化しなかった。一
方、C F 9 8 と C i t T 遺伝子を共発現させた大腸菌細胞に対してクエン酸 2 . 5  m M を細
胞外から添加した際、 C F 9 8 由来の蛍光は増大した。さらに、 p H 蛍光指示薬を用
いて、クエン酸の添加によって細胞内 p H が変化しないことを確認した。以上よ
り、クエン酸の取り込みにより細胞内のクエン酸濃度が変化し、その濃度変化を
C F 9 8 によって検出可能なことを明らかにした。また、 C F 9 8 と C F 9 9 遺伝子の A .  
n i g e r における発現を確認した。以上より、クエン酸生産機構の解析に応用しうる
クエン酸インジケータ蛍光タンパク質の作製に成功した。  
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